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ABSTRACT
Effect of time of inoculation of 
azotobacter and mycorrhizal fungi on growth 
and content nutrient of papaya seedlings in 
nursery phase. The effect of time of inoculation 
(at sowing or after seedling emergence) and 
the number of applications using 2 biofertilizer 
(Azotobacter chroococum and Glomus 
intraradices) were tested on growth, biomass 
and nutrition of papaya, at the nursery phase. 
The effect of organic matter and its interaction 
with the biofertilizers also was evaluated. 
Two experiments were realized; in the first 
one 2 inoculations were applied, on seeds and 
afterwards on seedlings, 30 days post emergency. 
In the second experiment a single inoculation was 
applied on seedlings, 30 days post emergence. 
These experiments were performed using a 5x4 
factorial design (5 substrates x 4 biofertilizer 
types). All treatments were applied as single 
or combined inoculants (A. chroococcum and 
G. intraradices) for a total of 20 treatments, in 
a completely randomized design. The double 
inoculation (seed and seedling) promoted higher 
growth and biomass of the crop than single 
inoculation (only seedlings), when organic matter 
was added at an intermediate dose (25 or 35%) and 
RESUMEN
En el presente estudio se evaluó la etapa 
y el número de aplicaciones de los biofertili-
zantes (Azotobacter chroococcum y Glomus 
intraradices), sobre el crecimiento, biomasa y 
nutrición de papaya en fase de vivero. También 
se estudió el efecto de la materia orgánica y su 
interacción con los biofertilizantes aplicados. 
Se realizaron 2 experimentos; en el primero 
se aplicaron 2 inoculaciones, en semillas y 
después en plántulas, 30 días después de la 
emergencia. En el segundo se aplicó una ino-
culación simple en plántulas, 30 días después 
de la emergencia. Estos experimentos se rea-
lizaron utilizando un diseño factorial 5x4 (5 
tipos de sustratos x 4 tipos de biofertilizantes). 
Todos los tratamientos fueron aplicados como 
inoculantes simples o combinados (A. chroo-
coccum y G. intraradices) para un total de 20 
tratamientos, con un diseño completamente al 
azar. La doble inoculación (semilla y plántula) 
promovió un mayor crecimiento y biomasa en 
el cultivo, en comparación con la inoculación 
simple (solo en plántulas), cuando se adicionó 
una dosis intermedia de materia orgánica (25 
a 35%) y se aplicó G. intraradices como sim-
ple inoculante. Sin embargo, la inoculación AGRONOMÍA COSTARRICENSE 16
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G. intraradices was applied as a single inoculant. 
However, the single or double inoculation did not 
modify the nutrient content in papaya seedlings.
INTRODUCCIÓN
El cultivo de papaya requiere un suelo fér-
til y rico en materia orgánica, debido a su rápido 
crecimiento (Rodríguez 1984). La incorporación 
de materia orgánica y biofertilizantes son algunas 
de las prácticas que se han aplicado en la pre-
paración de sustratos empleados en los viveros 
(Verma et al. 2008). La materia orgánica actúa 
como una fuente esencial de nutrientes para las 
plantas y mejora las propiedades físicas, químicas 
y biológicas del suelo (Mokwunye et al. 1996). 
Existen diversos trabajos donde la aplica-
ción de biofertilizantes en la etapa de vivero ha 
incrementado el porcentaje de germinación, el 
crecimiento, desarrollo y salud de las plántulas 
de papaya, que mejoran la calidad y reducen 
el tiempo de permanencia de las plántulas en 
el vivero. Dentro de los microorganismos que 
han sido empleados como biofertilizantes en el 
cultivo de papaya se encuentran: Azospirillum 
brasilense y Glomus claroideum (Alarcon et 
al. 2002), Trichoderma viridae y Azotobacter 
chroococcum (Cupull et al. 2002), Trichoderma 
harzianum y hongos micorrízicos (Mesa et al. 
2006, Wasy et al. 2010). También es importan-
te mencionar que las plántulas pre-inoculadas 
con micorrizas son más tolerantes al estrés que 
sufren al trasplante en comparación a las plantas 
no micorrizadas o plantas inoculadas al momen-
to del trasplante (Valdés et al. 1993, Waterer y 
Coltman 1988).
Los métodos de biofertilización más 
empleados han sido la aplicación en semillas, la 
inmersión de plántulas y la aplicación en el suelo 
(Hegde 1992, Sharma et al. 2008), el método de 
aplicación dependerá del tipo de cultivo. La for-
mulación del inóculo, el método de aplicación y 
el almacenamiento del producto son críticos para 
el éxito del los productos biológicos (Chen 2006). 
Asimismo, el momento de la inoculación (en la 
siembra o en la emergencia de las plántulas, o 
varios días después de la aparición de 1 a 4 hojas 
verdaderas), también parece ser crucial en deter-
minar la colonización exitosa de los inoculantes 
microbianos e influenciar el crecimiento de las 
plantas (Bashan 1986).
El objetivo del presente trabajo fue evaluar 
el efecto de la biofertilización y la materia orgáni-
ca en el crecimiento, biomasa y nutrición de plán-
tulas de papaya. También se determinó el mejor 
momento de la inoculación de los biofertilizantes, 
en el cultivo de la papaya en fase de vivero. 
MATERIALES Y MÉTODOS
La investigación se realizó en la etapa 
comprendida de marzo a junio de 2009, en el 
campo experimental de El Colegio de la Frontera 
Sur, Unidad Villahermosa, ubicada en la Ranche-
ría Guineo Segunda Sección, Municipio Centro, 
Tabasco, México.
Para evaluar el efecto de los biofertili-
zantes y la materia orgánica en el crecimiento 
y nutrición de plántulas de papaya en fase de 
vivero, se realizaron 2 experimentos: en el primer 
experimento se aplicó una doble inoculación de 
los biofertilizantes primero en las semillas y 30 
días después de la emergencia de las plántulas. 
En el segundo experimento se aplicó una simple 
inoculación a plántulas de papaya con 30 días 
de crecimiento. Cada experimento se realizó de 
forma independiente. El primer experimento se 
desarrollo de marzo a mayo y el segundo experi-
mento de abril a junio.
Material microbiológico: En los expe-
rimentos se utilizó la cepa de Azotobacter 
simple o combinada no modificó el contenido 
de nutrientes en las plántulas de papaya.CONSTANTINO et al.: Inoculación de Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices 17
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chroococcum, aisladas por el Instituto de 
Investigaciones Fundamentales en Agricultura 
Tropical (INIFAT) de la Habana, Cuba y repro-
ducidas en los laboratorios de ECOSUR. Para 
la formulación del inoculante líquido, A. chroo-
coccum fue cultivado en medio líquido Ashby 
enriquecido con NH4NO3 (3 g.l-1) y extracto de 
levadura (0,1 g.l-1), manteniéndose con agitación 
orbital (150 rpm) a 30°C por 60 h, hasta obtener 
una concentración de 1x109 unidades forma-
doras de colonias por ml (ufc.m.l-1). El inóculo 
micorrízico empleado fue Glomus intraradices, 
con una concentración de 1050 esporas en 100 g 
de Tezontle, que incluye raíces de alfalfa con un 
85% de colonización, proporcionado por el área 
de Microbiología de El Colegio de Postgradua-
dos, Montecillo, México. 
Sustratos: Se utilizaron 2 tipos de sustra-
tos: a) sustrato con composta hecha con residuos 
de hojarasca (suelo: composta, con base en peso/
peso, en 4 diferentes proporciones porcentuales 
100:0, 88:12, 75:25, 50:50%, y b) sustrato con 
cascarilla de cacao, previamente seca y tamizada; 
la proporción fue hecha con base en peso/peso 
y se hizo en proporción porcentual 30:35:35 de 
arena:suelo:cascarilla de cacao. Después de reali-
zar las mezclas se esterilizaron en autoclave a 1,5 
atm por 2 h, por 3 días consecutivos. El sustrato 
con cascarilla de cacao es utilizado en diversos 
viveros de papaya de Tabasco, por ser un material 
disponible en la región. Las características físicas 
y químicas del suelo y los sustratos se describen 
en el Cuadro 1.
Material vegetal: Se emplearon semillas 
de papaya cv. Maradol previamente desinfectadas 
en una solución de peróxido de hidrogeno al 10% 
por 3 min y posteriormente fueron lavadas 3 veces 
con agua destilada estéril. En seguida, se aplicó 
un tratamiento de pre-germinación que consistió 
en la inmersión de las semillas en agua destilada 
estéril a temperatura alternada de 15-35°C por 24 
y 4 h respectivamente. Inmediatamente después 
las semillas fueron tratadas conforme a los expe-
rimentos descritos a continuación. 
Cuadro 1.  Propiedades físicas y químicas del suelo y los sustratos utilizados en los experimentos: Composta (12, 25, 50%) y 
sustrato con cascarilla de cacao (CC).
Sustratos
Suelo
Sustrato
 Composta
Sustrato 
Cascarilla Cacao
 C12% C25% C50% CC35%
Textura Franco arcilloso Franco arcilloso Franco arcilloso Franco
Franco arcillo 
arenoso
Arcilla (%) 40 37 28 23 25
Limo (%) 38 39 40 29 21
Arena (%) 22 24 32 48 54
Materia orgánica (%) 2,4 5,0 6,5 16,4 11,2
C/N 23,89 18,67 24,88 21,56 19,29
pH 7,8 7,4 7,2 7,2 6,1
N Total (%) 0,1 0,2 0,3 0,9 0,6
P (mg.kg-1) 22,39 446,38 513,90 566,49 66,04
K (cmol.kg-1) 0,9 1,88 4,14 5,55 2,64
Ca (cmol.kg-1) 16,00 22,87 22,75 14,38 29,44
Mg (cmol.kg-1) 6,4 7,25 14,10 14,14 10,20
Na (cmol.kg-1) 0,13 0,65 1,26 1,02 0,46AGRONOMÍA COSTARRICENSE 18
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Experimento 1: Evaluación de la doble 
inoculación de los biofertilizantes. La apli-
cación de los biofertilizantes en semillas se 
realizó inmediatamente después del tratamiento 
pre-germinativo, de acuerdo con los tratamientos 
establecidos (Cuadro 2). Para el tratamiento con 
Azotobacter las semillas se sumergieron por una 
hora en el inoculante líquido bacteriano. Poste-
riormente, las semillas se sembraron en charolas 
de germinación con 24 cavidades, sembrándose 
una semilla por cavidad y se empleo una charola 
por tratamiento. Las charolas fueron llenadas con 
el sustrato cascarilla de cacao. 
El inóculo de G. intraradices se aplicó 
directamente en el sustrato, 3 g por cavidad 
justo antes de la siembra de la semilla. En los 
tratamientos con las mezclas de A. chroococcum 
+ G. intraradices, las semillas se sumergieron 
por una hora en el biofertilizante bacteriano y 
posteriormente se sembró a razón de una semilla 
por cavidad, donde previamente se había inocu-
lado cada cavidad con 3 g de G. intraradices. 
A los 30 días después de la emergencia de las 
plántulas, se realizó la segunda inoculación en 
el trasplante en macetas plásticas de 1,5 kg. 
Cada maceta fue llenada con los respectivos 
sustratos. La inoculación de A. chroococcum 
se hizo directamente al sistema radical, con 
la aplicación de 5 ml.plántula-1, mientras que 
la aplicación de G. intraradices se hizo con 3 
g.plántula-1, también al sistema radical. Para el 
tratamiento combinado de A. chroococcum y 
G. intraradices, primero se aplicaron los 3 g de 
inóculo micorrízico y después los 5 ml.plántula-1 
del inoculante bacteriano. Las plántulas se man-
tuvieron bajo una temperatura entre 26 y 38ºC 
y una humedad relativa promedio de 45%, con 
riego diario durante 60 días. 
Cuadro 2.  Descripción de los tratamientos experimentales.
Factores Tratamientos
Factor B  Factor A
Niveles Biofertilizantes Niveles Sustratos Código
1 Azotobacter chroococcum 1 Composta 0% Ac+C0
2 Composta 12% Ac+C12
3 Composta 25% Ac+C25
4 Composta 50% Ac+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Ac+CC
2 Glomus intraradices 1 Composta 0% Gi+C0
2 Composta 12% Gi+C12
3 Composta 25% Gi+C25
4 Composta 50% Gi+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Gi+CC
3 G. intraradices+A. chroococcum 1 Composta 0% Gi+Ac+C0
2 Composta 12% Gi+Ac+C12
3 Composta 25% Gi+Ac+C25
4 Composta 50% Gi+Ac+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Gi+Ac+CC
4 Testigo 1 Composta 0% T+C0
2 Composta 12% T+C12
3 Composta 25% T+C25
4 Composta 50% T+C50
5 Cascarilla de cacao 35% T+CC
Experimento 2: Evaluación de inocu-
lación simple de los biofertilizantes.  En la 
inoculación simple, los biofertilizantes fueron 
aplicados directamente en el sistema radical de 
las plántulas con 30 días de crecimiento. Para la 
obtención de las plántulas, las semillas recibie-
ron el tratamiento pre-germinativo descrito en 
el experimento 1. Posteriormente, las semillas CONSTANTINO et al.: Inoculación de Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices 19
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fueron sembradas en charolas de germinación 
llenas con el sustrato con cascarilla de cacao y se 
dejaron crecer por 30 días, bajo las condiciones 
ambientales de vivero descritas anteriormente. 
Después de este tiempo, las plántulas fueron tras-
plantadas a macetas de 1,5 kg con los respectivos 
sustratos en cada tratamiento. 
La biofertilización de las plántulas se 
realizó al momento del trasplante en el sistema 
radical, de acuerdo con cada uno de los trata-
mientos (Cuadro 2). La biofertilización simple y 
combinada de A. chroococcum y G. intraradices 
se realizó de igual forma que se hizo en la segun-
da aplicación del primer experimento. 
Diseño de experimento: En los 2 expe-
rimentos se aplicó un diseño factorial 5x4 con 
arreglo completamente al azar, evaluándose 2 
factores: el Factor A: Sustrato. Se utilizaron 5 
sustratos (composta al 0, 12, 25 y 50% y cas-
carilla de cacao al 35%, correspondientes a 5 
niveles). El Factor B: Biofertilizante. Se utiliza-
ron 2 biofertilizantes, la mezcla y un testigo sin 
biofertilizar (A. chroococcum, G. intraradices, 
A. chroococcum + G. intraradices y un Testigo, 
correspondientes a 4 niveles). Para dar un total 
de 20 tratamientos con 3 repeticiones cada uno 
(Cuadro 2).
Variables de crecimiento y nutrición 
evaluadas. Las variables de crecimiento evalua-
das a los 90 días después de la emergencia fueron: 
altura de la planta (cm), diámetro del tallo (mm), 
biomasa fresca (g) y biomasa seca (g). El diáme-
tro se midió en la base del tallo (unión del tallo 
con la raíz). La altura de las plantas se midió de 
la base del tallo hasta el ápice. El peso seco de 
las plantas se evaluó después de la deshidratación 
en estufa a 60°C durante 72 h y posteriormente 
se pesaron en una balanza de precisión. Para el 
análisis de los nutrientes, el contenido de N fue 
determinado por el método semi-micro Kjeldahl 
(Bremmer 1969). El contenido de P y K fueron 
determinados por HNO3-HClO4 y fueron medi-
dos por el método espectrofotométrico con la 
mezcla vanadomolibdica y espectrometría de 
absorción atómica respectivamente. 
Variables microbiológicas evaluadas. La 
población de A. chroococcum se determinó al 
pesar 10 g de suelo rizosférico por planta y se 
agregó en un matraz con 100 ml de agua destilada 
estéril, por medio de una serie de diluciones de 
10-1 a 10-5. Se inocularon por triplicado 100 µl 
de las 3 últimas diluciones en cajas de petri con 
medio de cultivo Burk-sacarosa (BS) adicionado 
con Acido Nalidixico (20 µg.ml-1 de medio de 
cultivo). El porcentaje de colonización micorrí-
zica se evaluó por medio del método de clareo y 
tinción de Phillips y Hayman (1978).
Análisis estadístico. Se realizó un 
ANOVA factorial y la comparación de medias 
se realizó con la prueba de Rangos múltiples de 
Duncan (p<0,05). Para conocer la posible varia-
bilidad de los resultados obtenidos entre la doble 
y la simple biofertilización, se realizó la compa-
ración de las medias con la prueba t de student 
para 2 muestras independientes. Los análisis se 
realizaron con el software estadístico STATISTI-
CA versión 8.0. 
RESULTADOS
Efecto de inoculación simple y combinada 
de los biofertilizantes y su interacción con 
la materia orgánica en la población de a. 
chroococcum y en la colonización de g. 
intraradices
Experimento 1: A los 90 días después de 
la siembra, con doble biofertilización se observó 
que la población de A. chroococcum fue mayor 
a menor contenido de materia orgánica, siendo 
los tratamientos Ac+C12 y Gi+Ac+C12 los 
que registraron una concentración bacteriana 
significativamente mayor (p<0,05) a los demás 
tratamientos. Además, la población de A. 
chroococcum fue significativamente mayor 
(p<0,05) cuando se aplicó sin combinación con 
G. intraradices (Cuadro 3). AGRONOMÍA COSTARRICENSE 20
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La evaluación de la infección micorrízica 
en raíces de papaya con doble biofertilización, 
señala que los tratamientos Gi+CC, Gi+C50 y 
Gi+Ac+C25, fueron los que registraron un mayor 
porcentaje de colonización micorrízica (61,58; 
57,59; 56,69 y 54,94%). En general, la aplicación 
simple de G. intraradices registró una mayor 
colonización en comparación a cuando se aplicó 
en combinación con A. chroococcum (Cuadro 3).
Experimento 2: En la simple biofertiliza-
ción, no se encontraron diferencias significativas 
en la concentración de A. chroococcum en nin-
guno de los tratamientos evaluados, por lo que 
ni la adición de materia orgánica ni la aplicación 
combinada con G. intraradices, tuvieron un efec-
to en su población (Cuadro 3). De igual forma, 
no se encontraron diferencias significativas en 
la población de Azotobacter al aplicar una doble 
o una simple biofertilización (de acuerdo con la 
prueba t de Student, p>0,05). (Cuadro 3).
En la simple biofertilización, se observó 
una mayor colonización micorrízica a mayo-
res dosis de materia orgánica adicionada. Los 
tratamientos Gi+CC, Gi+C50, Gi+Ac+C25 y 
Gi+Ac+C50 registraron los valores más altos de 
colonización, mientras que en los tratamientos 
sin adición de materia orgánica se observaron los 
valores más bajos de colonización micorrízica 
(Cuadro 3). Por otra parte, también se encontró 
que la colonización micorrízica fue significati-
vamente mayor cuando se aplicó una doble ino-
culación (de acuerdo con la prueba t de Student, 
p<0,05). 
Experimento 1: Efecto de la doble inoculación 
de los biofertilizantes y su interacción con la 
materia orgánica en el crecimiento, biomasa y 
nutrición vegetal
La altura promedio de las plántulas fue de 
26,0 cm y fue significativamente afectada por la 
interacción entre el sustrato y el tipo de biofertili-
zante (p<0,05). Las plántulas de los tratamientos 
Gi+C25 presentaron la mayor altura (29,6 cm) 
(Cuadro 4). El efecto independiente del factor 
A (sustrato) en la altura, fue significativamente 
diferente (p<0,05), las plántulas crecidas en los 
sustratos con 50 y 25% de composta (C50 y C25) 
presentaron la mayor altura (27,2 y 27,0 cm, res-
pectivamente) (Cuadro  5).  Al evaluar el efecto 
independiente del factor B (biofertilizantes), se 
observó que la aplicación de Azotobacter afectó 
negativamente la altura de las plántulas en com-
paración a los demás tratamientos (Cuadro 6). 
El diámetro de tallo promedio fue de 13,1 
mm y fue significativamente afectado por la 
interacción entre el sustrato y el tipo de bioferti-
lizante (p<0,05). Las plantas crecidas en el trata-
miento Gi+CC, resultaron con un mayor diámetro 
(15,2 mm) y fueron significativamente mayor a 
los demás tratamientos (p<0,05) (Cuadro 4). El 
efecto independiente del factor A (sustrato) en el 
diámetro del tallo, presentó diferencias significa-
tivas (p<0,05). Las plántulas con mayor diámetro 
se registraron con la adición del sustrato CC (13,9 
mm) (Cuadro 5). En cuanto al efecto del factor B 
(biofertilizante), el mayor diámetro del tallo se 
observó con la inoculación combinada de HMA y 
Azotobacter (Gi+Ac) (13,5 mm) (Cuadro 6).
La aplicación de materia orgánica incre-
mentó la acumulación de biomasa fresca, obte-
niéndose en promedio 33,6 g.plántula-1, y fue 
significativamente afectada por la interacción 
entre el sustrato y el biofertilizante (p<0,05). Las 
plántulas crecidas en el tratamiento Gi+CC, acu-
mularon la mayor biomasa fresca (47,0 g) (Cuadro 
4). Asimismo, el efecto independiente del factor 
A (materia orgánica) en la biomasa fresca, pre-
sentó diferencias significativas (p<0,05), pero el 
mayor efecto se debió a la adición del sustrato 
CC (37,7 g) (Cuadro 5). De igual forma, el efecto 
independiente del factor B (biofertilizante) afectó 
significativamente la biomasa fresca (p<0,05), 
pero el mayor efecto se debió a la aplicación sim-
ple de HMA (Gi) (35,7 g) (Cuadro 6). 
La biomasa seca promedio obtenida fue 
de 3,74 g.plántula-1 y fue significativamente afec-
tada por la interacción entre la materia orgáni-
ca y el biofertilizante (p<0,05). Las plántulas 
crecidas en los tratamientos Gi+CC y Ac+CC, 
acumularon la mayor biomasa seca (4,60 y 4,55 
g, respectivamente) (Cuadro 4). Asimismo, el AGRONOMÍA COSTARRICENSE 22
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Cuadro 5.  Efecto independiente de la materia orgánica en el crecimiento, biomasa y nutrición de la papaya, evaluados a los 90 
días después de la emergencia de las plántulas; con una doble biofertilización (en semilla y a los 30 días después de 
la emergencia).
Tratamientos
Parámetros de crecimiento y biomasa Parámetros de nutrición
Altura 
(cm)
Diámetro de 
tallo 
(mm)
Biomasa 
fresca
(g)
Biomasa 
seca
(g)
N
(%)
P
(%)
K
(%)
C0 24,3 c 12,1 c 29,1 c 3,3 d 1,98 c 0,17 d 1,10 b
C12 25,8 b 13,0 b 31,2 b 3,5 cd 2,50 a 0,22 c 1,38 a
C25 27,0 a 13,0 b 32,3 b 3,9 b 2,27 ab 0,26 b 1,26 ab
C50 27,2 a 13,3 b 32,4 b 3,7 bc 2,16 bc 0,29 a 1,45 a
CC 26,0 b 13,9 a 37,7 a 4,3 a 2,34 ab 0,28 ab 1,39 a
Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Múltiples de 
Duncan (p<0,05). Los códigos de los tratamientos están dados en el Cuadro 2.
Cuadro 6. Efecto independiente del tipo de Biofertilizante en el crecimiento, biomasa y nutrición de la papaya, evaluados a los 
90 días después de la emergencia de las plántulas; con una doble biofertilización (en semilla y a los 30 días después 
de la emergencia).
Tratamientos
Parámetros de crecimiento y biomasa Parámetros de nutrición
Altura 
(cm)
Diámetro 
de tallo 
(mm)
Biomasa 
fresca
(g)
Biomasa 
seca
(g)
N
(%)
P
(%)
K
(%)
Ac 22,8 b 12,9 b 29,8 c 3,4 b 2,06 c 0,24 n.s. 1,20 b
Gi 27,1 a 13,1 b 35,7 a 4,2 a 2,49 a 0,24 n.s. 1,49 a
Gi+Ac 27,5 a 13,5 a 34,0 b 4,0 a 2,33 ab 0,24 n.s. 1,16 b
Testigo 26,7 a 12,8 b 30,8 c 3,4 b 2,13 bc 0,25 n.s. 1,42 a
Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Múltiples de 
Duncan (p<0,05). Los códigos de los tratamientos están dados en el Cuadro 2.
efecto independiente del factor A (sustrato) en la 
biomasa seca fue significativo (p<0,05). La adi-
ción del sustrato CC, registró el mayor contenido 
de biomasa seca (4,25 g) (Cuadro 5). En cuanto 
al efecto del factor B (biofertilizante), también 
se encontraron diferencias significativas en la 
biomasa seca (p<0,05), pero el mayor efecto se 
debió a la inoculación simple de HMA (Gi) y en 
combinación con Azotobacter (Gi+Ac), con valo-
res de 4,18 y 3,96 g, respectivamente (Cuadro 6). 
El contenido promedio de nitrógeno en 
tejido vegetal fue de 2,25% y fue afectado signi-
ficativamente por la interacción entre el sustrato y 
el biofertilizante (p<0,05). Las plántulas crecidas 
en los tratamientos Ac+C12 y Gi+C12, registra-
ron los mayores contenidos de nitrógeno vegetal AGRONOMÍA COSTARRICENSE 24
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(2,91 y 2,76%, respectivamente) (Cuadro 4). El 
efecto independiente del factor A (sustrato) también 
fue significativo (p<0,05). Las plántulas crecidas 
en los sustratos con composta al 12%, sustrato CC 
y composta al 25% (C12, CC y C25), obtuvieron 
los mayores contenidos de nitrógeno (2,50, 2,34 
y 2,27%, respectivamente) (Cuadro 5). De igual 
forma, el efecto independiente del factor B (biofer-
tilizante) fue significativo (p<0,05), pero el mayor 
efecto se debió a la aplicación simple de HMA y su 
combinación con Azotobacter (Gi y Gi+Ac) (2,49 y 
2,33%, respectivamente) (Cuadro 6).
El contenido promedio de fósforo fue de 
0,24%, y también fue afectado significativamente 
por la interacción entre el sustrato y el biofertilizan-
te (p<0,05). Las plántulas crecidas en los tratamien-
tos Ac+C50, Gi+CC y Gi+Ac+C50, mostraron los 
mayores contenidos de fósforo vegetal (0,32, 0,30 y 
0,30%, respectivamente) (Cuadro 4). El efecto inde-
pendiente del factor A (sustrato) también fue signi-
ficativo (p<0,05), pero el mayor efecto se debió a la 
aplicación de composta al 50% y sustrato CC (C50 
y CC) (0,29 y 0,28%, respectivamente) (Cuadro 5). 
En contraste, el efecto independiente del factor B 
(biofertilizante) no fue significativamente diferente 
(p=0,8501) (Cuadro 6). 
El contenido promedio de potasio fue de 
1,32%. No se encontró una interacción significa-
tiva entre el tipo de sustrato y el biofertilizante 
(p=0,1122). El efecto independiente del factor A 
(sustrato) si fue significativo (p<0,05) en el cual, 
la no adición de materia orgánica disminuyó el 
contenido de potasio en las plántulas, en com-
paración con los tratamientos que si recibieron 
materia orgánica (Cuadro 5). El efecto inde-
pendiente del factor B (biofertilizante), también 
resulto significativo (p<0,05), aunque la aplica-
ción de Azotobacer solo y en combinación con 
HMA (Ac y Gi+Ac) disminuyó los contenidos de 
potasio vegetal, con respecto a los demás trata-
mientos (Cuadro 6). 
Experimento 2. Efecto de la simple ino-
culación de Biofertilizantes y su interacción 
con la materia orgánica en el crecimiento, bio-
masa y nutrición en plántulas de papaya
La altura promedio de las plántulas que 
recibieron una simple biofertilización en etapa 
de plántula fue 22,2 cm y fue significativamente 
menor (p<0,05) a las que recibieron una doble 
biofertilización (experimento 1). 
La altura de las plántulas en la simple 
biofertilización fue significativamente afectada 
por la interacción del sustrato y el biofertilizante 
(p<0,05). Las plántulas crecidas en el sustrato 
Gi+C25 y Ac+C25, fueron más altas que en los 
demás tratamientos (29,3 y 28,4 cm, respectiva-
mente) (Cuadro 7). El efecto independiente del 
factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05), 
pero el mayor efecto se debió a la aplicación de 
composta al 25% (25,5 cm) (Cuadro 8). El efecto 
independiente del factor B (biofertilizantes) tam-
bién fue significativo (p<0,05), pero la aplicación 
independiente de HMA (Gi) registró la mayor 
altura con respecto a los otros tratamientos (24,7 
cm) (Cuadro 9). 
El diámetro promedio del tallo de las 
plántulas que recibieron una simple bioferti-
lización fue 8,2 mm, y es significativamente 
menor (p<0,05) a las que recibieron una doble 
biofertilización. 
En la simple biofertilización, el diámetro 
de tallo de las plántulas fue significativamente 
afectada por la interacción del sustrato y el bio-
fertilizante (p<0,05). Las plántulas crecidas en 
los Gi+CC, registraron el mayor diámetro de tallo 
(10,4 mm) (Cuadro 7). El efecto independiente del 
factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05), pero 
el mayor efecto se debió a la aplicación de sustra-
to CC y composta al 25% (9,0 y 8,7 mm, respec-
tivamente) (Cuadro 8). El efecto independiente 
del factor B (biofertilizantes) fue significativo 
(p<0,05), donde la aplicación sola y combinada 
de HMA con Azotobacter (Gi y Gi+Ac), incre-
mentaron significativamente el diámetro de tallo 
con respecto a los demás tratamientos (8,8 y 8,5 
mm, respectivamente) (Cuadro 9). 
La acumulación promedio de biomasa 
fresca y seca de las plántulas que recibieron 
una simple biofertilización fue significativamente 
menor a las que recibieron una doble biofertiliza-
ción (p<0,05). CONSTANTINO et al.: Inoculación de Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices 25
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Cuadro 8.  Efecto independiente de la materia orgánica en el crecimiento, biomasa y nutrición de la papaya, evaluados a los 90 
días después de la emergencia; con una simple biofertilización (30 días después de la emergencia).
Tratamientos
Parámetros de crecimiento y biomasa Parámetros de nutrición
Altura (cm)
Diámetro 
tallo 
(mm)
Biomasa 
fresca
(g)
Biomasa 
seca
(g)
N
(%)
P
(%)
K
(%)
C0 19,1 c 7,3 c 7,4 e 1,0 d 1,61 d 0,15 d 1,19 c
C12 19,9 c 7,7 c 8,6 d 1,2 c 2,28 c 0,18 d 1,21 c
C25 25,5 a 8,7 a 14,5 b 1,6 b 3,00 b 0,25 c 1,41 bc
C50 23,3 b 8,2 b 13,0 c 1,5 b 2,37 c 0,35 b 1,63 ab
CC 23,4 b 9,0 a 17,4 a 2,0 a 3,25 a 0,39 a 1,72 a
Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Múltiples de 
Duncan (p<0,05). Los códigos de los tratamientos están dados en el Cuadro 2.
Cuadro 9.  Efecto independiente del tipo de Biofertilizante en el crecimiento, biomasa y nutrición de la papaya, evaluados a los 
90 días después de la emergencia; con una doble biofertilización (30 días después de la emergencia).
Tratamientos
Parámetros de crecimiento y biomasa Parámetros de nutrición
Altura 
(cm)
Diámetro 
tallo 
(mm)
Biomasa 
fresca
(g)
Biomasa 
seca
(g)
N
(%)
P
(%)
K
(%)
Ac 22,1 b 7,9 b 11,6 b 1,6 b 2,51 b 0,24 b 1,35 n. s
Gi 24,7 a 8,5 a 15,0 a 1,8 a 2,17 c 0,28 a 1,52 n. s
Gi+Ac 20,9 c 8,8 a 12,1 b 1,3 c 3,12 a 0,29 a 1,50 n. s
Testigo 21,4 bc 7,3 c 10,1 c 1,2 c 2,21 c 0,25 b 1,37 n. s
Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Múltiples de 
Duncan (p<0,05). Los códigos de los tratamientos están dados en el Cuadro 2.
En la simple biofertilización, la biomasa 
seca y fresca de las plántulas fueron afectadas 
significativamente por la interacción del sus-
trato y los biofertilizantes. Las plántulas cre-
cidas en los tratamientos Gi+CC, registraron 
la mayor biomasa en fresco y seco (biomasa 
fresca=23,99 g, biomasa seca=2,52 g) (Cuadro 
7). El efecto independiente del factor A (sus-
trato) fue significativo, pero el mayor efecto 
en la biomasa fresca y seca se observó con la 
adición de sustrato CC (biomasa fresca=17,37 
g y biomasa seca=1,99 g) (Cuadro 8). En el 
factor B (biofertilizante), la aplicación simple 
de HMA (Gi) registró la mayor acumulación de 
biomasa fresca y seca (biomasa fresca=15,0 g, 
biomasa seca=1,76 g) y fue significativamen-
te mayor a los demás tratamientos (p<0,05) 
(Cuadro 9). CONSTANTINO et al.: Inoculación de Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices 27
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El contenido promedio de nitrógeno en 
las plántulas con simple biofertilización fue de 
2,5%, pero no fue significativamente diferente 
(p=0,972) al contenido de N registrado en las 
plántulas con doble biofertilización. 
En la biofertilización simple, el conte-
nido de N fue significativamente afectado por 
la interacción del sustrato y el biofertilizante 
(p<0,05). Las plántulas crecidas en los tratamien-
tos Gi+Ac+CC y Gi+CC, obtuvieron los mayores 
contenidos de nitrógeno en tejido vegetal (3,82 
y 3,70%, respectivamente) (Cuadro 7). El efecto 
independiente del factor A (sustrato) fue signifi-
cativo, pero el mayor efecto se debió a la adición 
de sustrato CC (3,24%) (Cuadro 8). Al evaluar el 
efecto independiente del factor B (biofertilizante), 
se observó que la inoculación combinada de HMA 
y Azotobacter (Gi+Ac), incrementaron significati-
vamente el contenido de nitrógeno con respecto a 
los otros tratamientos (3,12%) (Cuadro 9). 
El contenido promedio de fósforo en tejido 
vegetal, en las plántulas con simple biofertiliza-
ción fue de 0,26% pero no es significativamente 
diferente al contenido de P en las plántulas con 
doble biofertilización (p=0,909). 
En la simple biofertilización, el conteni-
do de P fue afectado significativamente por la 
interacción del sustrato y el biofertilizante. Las 
plántulas crecidas en el tratamiento Gi+CC, 
registraron el mayor contenido de P (0,41%) 
(Cuadro 7). El efecto independiente del factor A 
(sustrato) fue significativo, donde el mayor efec-
to se debió a la adición de sustrato CC (0,40%) 
(Cuadro 8). En cuanto al efecto del factor B (bio-
fertilizantes), la inoculación de HMA combinada 
con Azotobacter (Gi+Ac), y la inoculación sola de 
HMA (Gi), promovieron la mayor acumulación 
de P en tejido vegetal (0,29 y 0,28%, respectiva-
mente) (Cuadro 9). 
El contenido promedio de potasio en tejido 
vegetal en las plántulas con simple biofertiliza-
ción fue de 1,43% pero no es significativamente 
diferente (p=0,067) al contenido de K en las plán-
tulas con doble biofertilización. 
En la simple biofertilización, el conteni-
do de K no fue afectado significativamente por 
la interacción del sustrato y el biofertilizante 
(p=0,4837). En contraste, el efecto independiente 
del factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05), 
pero el mayor efecto se debió a la adición de sus-
trato CC y composta al 50% (CC y C50) (Cuadro 
8). De igual forma, el efecto del factor B (bio-
fertilizante) no fue significativo en el contenido 
de potasio vegetal (p=0,3500). En los 2 experi-
mentos (doble y simple inoculación), los mejores 
resultados correspondieron a la aplicación de 
35% de cascarilla de cacao mas la inoculación de 
G. intraradices de forma independiente. 
DISCUSIÓN
La mayoría de las investigaciones se han 
dirigido a evaluar solamente una aplicación de 
biofertilizantes, aunque también se han realizado 
diversos trabajos en los que se han aplicado ino-
culaciones sucesivas (Albrecht et al. 1981, Millet 
et al. 1984, Nowak et al. 2004), pero de acuerdo 
con Bashan (1986), la aplicación de múltiples 
inoculaciones tiene un efecto mínimo en el creci-
miento vegetal, debido a que muchos de los sitios 
de inoculación en las raíces ya han sido ocupados 
por las bacterias. 
En contraste, los resultados aquí obtenidos 
demostraron que la doble inoculación incrementó 
el crecimiento y la biomasa vegetal en compa-
ración con la inoculación simple de plántulas. 
Aunque, esto pudo deberse a que en la doble 
inoculación la primera aplicación de los bioferti-
lizantes se hizo a las semillas y en la inoculación 
simple los biofertilizantes se aplicaron en las raí-
ces 30 días después de la emergencia; y de acuer-
do con Kalpunik et al. (1985) y Bashan (1986), 
la respuesta de las plantas es más alta cuando 
las semillas han sido inoculadas, pero es menor 
cuando las plántulas son inoculadas. 
El efecto sinérgico de las PGPR y los HMA 
sobre el crecimiento vegetal, toma de nutrientes y 
rendimiento de varios cultivos han sido reporta-
dos (Brown y Carr 1984, Veeraswamy et al. 1992, 
Alarcón et al. 2002, Singh et al. 2004). Aunque, 
algunos efectos negativos pueden ser obtenidos 
(Staley et al. 1992, Alarcón et al. 2002); debido AGRONOMÍA COSTARRICENSE 28
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a la actividad fisiológica de la bacteria, la cual 
podría mostrar cierta inhibición sobre el estable-
cimiento y la efectividad fúngica (Paulitz y Lin-
derman 1989). La inoculación de papaya con A. 
chroococcum y G. intraradices en este estudio, 
registró un efecto sinérgico solo en algunos de 
los parámetros evaluados. La respuesta sinérgica 
del hospedero podría ser principalmente debido a 
la producción de fitohormonas o reguladores del 
crecimiento por estos microorganismos más que 
por pequeños incrementos en la disponibilidad en 
N y P (Barea et al. 1975, Vessey 2003). 
La reducida respuesta de la inocula-
ción simple de Azotobacter en el crecimiento y 
nutrición de papaya, estuvo influenciado por el 
momento de inoculación y por el tipo de sustrato. 
En el experimento 1, donde la rizobacteria se 
aplicó en semillas y 30 días después de la emer-
gencia de las plántulas, se registró una mayor 
biomasa seca y contenido de fósforo en compara-
ción al experimento 2, donde la rizobacteria fue 
aplicada solo en plántulas 30 días después de la 
emergencia (Cuadro 6). Esto se pudo deber a que 
la rizobacteria no fue adicionada hasta que las 
plántulas habían pasado la etapa más receptiva, 
en la que Azotobacter afecta el crecimiento vege-
tal (Brown y Burlingham 1968). 
Estos resultados coinciden con los resulta-
dos obtenidos por Kapulnik et al. (1985), quienes 
encontraron que la inoculación de semillas de 
trigo con Azospirillum fue más eficiente que 
cuando se inocularon plantas, 20 días después de 
la emergencia, que indica además, que la rizobac-
teria afectó a las semillas principalmente en la 
germinación y menos en la etapa de colonización 
de raíces. 
Por otra parte, el cultivo de papaya ha sido 
considerado como una planta dependiente de la 
inoculación micorrízica (Jaizme-Vega y Azcon 
1995, Sukhada 1989) y de la materia orgánica 
(Rodríguez 1984) lo cual explicaría los efectos 
benéficos obtenidos en este trabajo de la interac-
ción entre la materia orgánica y la inoculación de 
HMA. Resultados similares han sido encontrados 
en diversos estudios, en el incremento del creci-
miento vegetal y biomasa fresca y seca de tallos 
y raíces (Khade y Rodrígues 2009a), aumento en 
el contenido total de potasio y fósforo en el tejido 
vegetal (peciolo) (Khade y Rodrígues 2009b), 
así como también, incrementos en la actividad 
enzimática de la fosfatasa acida en raíz (Alarcón 
2002). Los incrementos en la biomasa fresca 
obtenidos en este trabajo podrían ser debido a 
fitohormonas como auxinas, las cuales se incre-
mentan en plantas inoculadas con micorrizas 
(Barker y Tagu 2000, Fitze et al. 2005). Mientras 
que el aumento en la biomasa seca puede deber-
se a la eficiencia de los HMA en suministrar 
nutrientes a las plantas.
Es bien conocido que la colonización de 
los HMA pueden ser tanto incrementados (Gryn-
dler et al. 2006, Albertser et al. 2006) como 
disminuidos (Calvet et al. 1992, Ravnskov et al. 
2006) por la adición de enmiendas orgánicas. Por 
otra parte, de acuerdo con Osorio et al. (2002), 
la aplicación de enmiendas orgánicas y la ino-
culación de HMA incrementaron el crecimiento 
de plántulas de café, pero este crecimiento fue 
severamente disminuido cuando no se adicio-
naron enmiendas al suelo, presentándose bajos 
contenidos de materia orgánica, pH y una baja 
disponibilidad de P, B, Ca, Mg y K. Esto con-
cuerda con los resultados encontrados en este 
estudio, ya que las plántulas que crecieron en los 
sustratos con adición de materia orgánica y fue-
ron inoculadas con G. intraradices, mejoraron los 
parámetros de crecimiento, biomasa y nutrición 
en comparación cuando no se adicionó materia 
orgánica al sustrato. Pero el mejor tratamiento fue 
aquel en el que se adicionó un 35% de cascarilla 
de cacao como materia orgánica, lo cual pudo 
deberse a que este sustrato presentó un contenido 
moderado de fósforo (66,04 mg.kg-1) en relación 
con los demás sustratos a los que también se les 
adicionaron materia orgánica (Cuadro 1). De 
acuerdo con Kahiluoto et al. (2000), incrementos 
en el suministro de P disminuyen la colonización 
y la efectividad de la colonización micorrízica. 
Debido a los beneficios en la traslocación de 
nutrientes que realizan los HMA, en diversas 
ocasiones a niveles moderados de fósforo se han CONSTANTINO et al.: Inoculación de Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices 29
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obtenido mejoras sustanciales en la nutrición de 
las plantas (Thompson 1987, Yao et al. 2001).
Por otra parte, la aplicación de composta 
al 12% y sustrato con cascarilla de cacao, estimu-
laron el mayor contenido de nitrógeno en tejido 
vegetal, lo cual puede deberse a que estos sus-
tratos presentaron una relación C/N menor de 20 
(Cuadro 1), y de acuerdo con Day y Shaw (2001) 
los tratamientos con relaciones C/N<10 permiten 
una mayor liberación de nutrimentos que aquellos 
con valores >20, pues se considera que la rela-
ción C/N ha sido utilizada como un índice de la 
velocidad de descomposición de los abonos y la 
posterior mineralización de los nutrientes.
Según Bianciotto y Bonfante (2002), el 
establecimiento de la inoculación de PGPR en la 
rizósfera puede ser afectado por la co-inoculación 
de HMA. Los resultados aquí obtenidos demos-
traron que la población de A. chroococcum no se 
vio afectada por la aplicación combinada con G. 
intraradices (Cuadro 3), pero si por la materia 
orgánica adicionada. También se ha observado 
que la respuesta de la planta a la inoculación con 
HMA dependerá del nivel de fertilidad del suelo, 
de la planta hospedera y del hongo (Sharda y 
Rodrígues 2008). Asimismo, conforme a los por-
centajes de colonización micorrízica encontrados 
y con los resultados obtenidos en el crecimiento y 
en la nutrición de las plantas, puede establecerse 
que el beneficio de la simbiosis se expresó aún en 
presencia de dosis elevadas de P.
CONCLUSIÓN
La doble biofertilización esto es, en semi-
lla y plántula, estimuló el crecimiento y biomasa 
de las plántulas en comparación a la simple 
biofertilización. Asimismo, la mejor opción para 
iniciar la biofertilización en el cultivo de la papa-
ya es la inoculación directa a las semillas con 
A. Chroococcum y G. Intraradices. La adición 
combinada de cascarilla de cacao al 35% más la 
inoculación de G. intraradices, registró la mejor 
interacción sobre el crecimiento y la biomasa de 
las plántulas de papaya, aunque, la incorporación 
de composta al 25% con G. intraradices, también 
puede ser empleada como un tratamiento alterna-
tivo cuando no se disponga de cascarilla de cacao. 
En las condiciones establecidas en este trabajo, 
se encontró un efecto sinérgico entre los factores 
de crecimiento y contenidos de fósforo en planta.
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